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論文内容の要旨
ダイズ根粒菌 Bradyrhizobium japonicum はダイズに根粒を形成し共生窒素固定を行なう
Alphaproteobacteria の土壌細菌であるが、同時に嫌気呼吸の一種である脱窒を行なう。共
生窒素固定能および脱窒能のいずれも環境中の窒素循環に関わる重要な機能である。 B.
japonicum USDA 1 0 の全ゲノム塩基配列が 2002 年に決定され、共生窒素固定遺伝子群が座
上している巨大な共生アイランド (611kb) と 14 個の Genomic Islands (GI)が単独染色体 (9.
1 Mb)上に存在しているのが構造的特徴である。
B. japonicum が属する Bradyrhizobium 属細菌は多様な生化学的特徴を持つ細菌から成り
立っている。共生細菌では、 B. japonicum や B. elkanii のダイズ根粒菌以外に、水生マメ科
植物の光合成茎粒菌が、非共生細菌では低栄養土壌細菌、光合成細菌、亜硝酸酸化細菌、
農薬分解菌が存在しする。また、 B. japonicum は菌株レベルにおいて多くの遺伝的、形質
的な多様性が存在し、根粒菌の最も重要な形質である窒素固定能は菌株によって異なるこ
とが知られているが、その理由は断片的にしか分かっていない。
そこで、本研究では、 B. japonicum とその近縁菌 (Bradyrhizobium 属細菌)のゲノム構造
における変化を明らかにし、特に B. japonicum 株の共生窒素固定能を決めているゲノム領
域を特定することを第一の目的とした。
また、 B. japonicum USDAII0 は嫌気呼吸により硝酸(N0 3 -) を窒素ガス (N2 )にまで還元す
る。しかし、 B. japonicm には脱窒反応の最終段階である一酸化二窒素 (N20) を N2 に還元
する N20 還元酵素遺伝子(nosZ)を保有する株と保有しない株が存在し、さらにダイズ根圏
から温室効果ガスである N20 が発生し、その発生量の削減が求められている。そこで、 B.
japonicumN20 還元酵素活性上昇株を取得し、ダイズ根圏からの N20 発生削減が可能か否か
明らかにすることを本研究の第 2 の目的とした。
(1) Bradyrhizobium 属細菌のゲノム比較
B. japonicum のゲノム構造変化を明らかにするため、 B. japonicumUSDAll 0 株の DNA マ
クロアレイを使用し、 Comparative genomic hybridization (CGH)によるゲノム比較解析を行
なった。供試株にはダイズ根粒菌として 9 株の B. japonicum と l 株の B. elkanii、非ダイズ
根粒菌として 8 株の B. japonicum 以外の Bradyrhizobium 属細菌を用いた。その結果、ダイ
ズ根粒菌では株により CGH パターンが異なっていたが、非ダイズ根粒菌では非常に類似
した CGH パターンを示した。 USDAII0 株の共生アイランドはダイズ根粒菌のみで検出さ
れ、非ダイズ根粒菌では検出されなかった。共生アイランド以外の可変領域には共通性が
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見られ、 USDA110 株の 14 の GIs に相当する領域および低 GC 含量の領域は可変領域であ
り、 B. japonicum を含む多くの Bradyrhizobium 属細菌において保存されていないことが明
らかとなった。 CGH パターンを基に主成分分析を行なった結果、 B. japonicum は 110 タイ
プ， 122 タイプおよび 6 タイプの 3 つのゲノムタイプに分類された。これらのゲノムタイプ
は 16S-23S ITS 配列による系統解析の結果と良く一致しており、 B. japonicum のゲノム構造
は系統進化を反映していることが明らかとなった。また 7 個の GIs については 122 タイプ
の株では GIs の外側の配列が直結した構造をしていることがシーケンスにより明らかとな
った。以上の結果より、ダイズ根粒菌は非ダイズ根粒菌が共生アイランドを獲得し、多く
の GIs を取り込んで進化してきたことが示唆された。
(2) ダイズ根粒菌のゲノム構造と共生窒素固定能のアソシエーション解析
B. japonicum の共生窒素固定効率とゲノム構造との関係を明らかにするため、 B.
japonicum 菌株を接種したダイズの全窒素集積、固定窒素量、乾物生産などの共生窒素固
定パラメーターと、ゲノム領域の有無で相関解析を行なった。その結果、 GIs を含む可変
領域と共生窒素固定能には相関関係が観察された。また、線形モデルを用いた重回帰分析
により USDS110 ゲノム上の 10 個の GIs を含む可変領域が共生窒素固定効率を上昇させて
いることが示唆された。これらの可変領域には共生時に高発現している領域が存在してい
たため、共生窒素固定効率に関与している可能性が考えられる。
(3) ミューテーターによる高 N20 還元酵素活性株の出現と発現解析
B. japonicumUSDA110 では nos オベロンのコピー数増加により、 N20 還元酵素 (N20R)
活性が高まることが明らかとなっている。そこで、 USDA110 株の rrn promoter を nos オペ
ロンに導入したところ、 N20R 活性が約 20 倍上昇した。高 N20R 活性株の利用は N20 発生
削減に効果が期待されるが、圃場利用のためには非組換え体としての高 N20R 活性株をが
必要がある。そこで、 B. japonicum の変異 dnaQ ミューテーターを利用して高 N20R 活性株
の生成を試みた。塩基置換により機能を欠損させた dnaQ 遺伝子をクローニングしたプラ
スミド (pKQ2)を作製し USDA110 に導入した結果、 USDA110(pKQ2)はカナマイシン耐性コ
ロニーの出現頻度が野生株の約 100 倍上昇し、ミューテーター形質を示した。高 N20R 活
性株を取得するため、 N20 濃度 5%及び 20%の嫌気条件下で USDA11 0(pKQ2)の植継ぎ培養
を行なった。その結果、植継ぎ 10 週目の菌集団の N20R 活性が野生株より上昇していた。
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これらの菌集団をダイズに接種し、形成された根粒から pKQ2 の除去された株を選択的に
単離した。その結果、 N20R 活性が野生株に比べ 7~10 倍上昇し共生窒素固定能は正常な変
異株 2 株が得られた。定量 RT-PCR により、 Nos 活性強化株及び野生株の発現解析を行な
った。その結果、 N20R 活性誘導時に N20R の機能遺伝子である nosZ の mRNA 量が、 Nos
強化株では野生株に比べ 4~6 倍に有意に増加していた。以上の結果より、 nosZ 発現量増加
が Nos 強化株の N20R 活性上昇の一因となっていることが明らかとなった。
(4) 高 N20 還元酵素活性株のゲノム解析
Nos 強化株のゲノム上に生じている変異から N20R 活性強化に関連する遺伝子を明らか
にするため、 Nos 強化株のゲノム解析を行なった。ゲノム解析を行なうにあたり、先に取
得した Nos 強化株に加え、新たに独立した USDAIIO(pKQ2)集団を作製し、 N20R 活性の上
昇が見られた植継ぎ 6 週目(1 9 世代)の集団から 3 株の Nos 強化株を取得し、先に取得し
た Nos 強化株と共にゲノム解析に供試した。ゲノム解析の結果、 2 つの独立集団から得ら
れた Nos 強化株ゲノムにおいて mtrate transporter のホモログである b1l4572 に共通して変
異が生じていた。 nitrate transporter は硝酸同化系の輸送酵素であり、 N20R 活性上昇との直
接的な因果関係の説明は難しいが、 b 1l4572 は N20R 活性上昇の原因の有力な候補遺伝子の
一つである。またゲノム解析の結果、植継ぎ期間の短い Nos 強化株の方がゲノム上の変異
が少ないことが明らかとなった。
(5) 高 N20 還元酵素活性株によるダイズ根圏からの N20 発生低減化
Nos 強化株がダイズ根圏の N20 発生削減に利用可能であるかを明らかにするため、根粒
状態での N20 除去能を測定した。その結果、老化根粒では、 Nos 強化株根粒からの N20 発
生量が USDAIIO に比べ有意に減少しており、 Nos 強化株では老化根粒から発生する N20
の除去能が高いことが示され、 N20R 活性強化によって老化根粒における N20 除去能が高
まることが明らかとなった。 Nos 強化株根粒は N20 除去ポテンシヤルが高いことが明らか
となったので、実際の圃場環境においても Nos 強化株でダイズ根圏からの N20 発生を削減
出来るかを、圃場シミュレーションポット実験により検討した。 nosZ 非保有株優占土壌
(nosZ-: 98% , nosZ+: 2%)で Nos 強化株、野生株を接種したダイズを 1 ヶ月栽培しポットから
の N20 発生量を測定した。対照として根粒菌無接種処理を設けた。その結果、 N20 発生量
が Nos 強化株では約 90%、野生株では約 80%削減された。またポットから老化根粒を回収
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し N20 発生量を測定した結果、 Nos 強化株接種では野生株接種に比べ N20 発生量が有意に
減少していた。以上の結果より、 Nos 強化株はダイズ根圏からの N20 発生の削減に有効で
あることが、実験室レベルで証明された。
本研究において、 B. japonicum 菌株のゲノム構造比較と共生窒素固定能の相関解析から、
共生窒素固定能を決定している可能性のあるゲノム領域が明らかとなった。このような解
析は大腸菌の病原性解析などでは行なわれているが、植物共生細菌としては初めての例で
ある。今後、菌株数の増加やゲノム解読が行なわれている他の株の利用等によって、より
精度の高い解析が可能になると考えられる。また、非組換え体としての B. japonicum Nos 
強化株の生成および変異遺伝子の同定、さらには実験室レベルで N20 発生削減効果を実証
できたことは、温室効果ガス N20 の新規の生物学的防止策として地球環境保全に生かされ
る可能性が高い。
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論文審査結果の要旨
ダイズ根粒菌 Bradyrhizobium japonicum はダイズに根粒を形成し共生窒素固定を行
なう土壌細菌であるが、同時に、嫌気呼吸の一種である脱窒を行なう。共生窒素固定能
および脱窒能のいずれも環境中の窒素循環に関わる重要な機能である。本研究は、 B.
japonicum USDA 1 0 のゲノム情報から、共生窒素固定能および脱窒能の進化を明らかに
し、ダイズ根圏における窒素循環の理解を深めることを目的に行なわれた。
(1) B. japonicum のゲノム構造変化を明らかにするため、 B.japonicum USDA 1 0 の
DNA マクロアレイを使用し、 CGH 解析を行なった。 USDA110 ゲノム上の共生アイラ
ンドを含むゲノミックアイランド(GI)は全て可変領域であった。新たに 7 つの GI 様の
領域が見出され、進化の過程において多くの GI を獲得してきたことが示唆された。
(2) 上述の CGH と栽培ダイズエンレイへの共生窒素固定能のアソシエーション解析を
行ない、 USDA110 において共生窒素固定効率の上昇と相関の見られるプロファイル A，
および D 領域を明らかにした。プロファイル A には GI が多く含まれており、共生窒素
固定効率上昇に GI が関与している可能性が考えられた。
(3) B. japonicum の N20 還元酵素 (N20R) 活性を利用し N20 発生を低減化できるか否
かを明らかとするため、 nos クラスターのプロモーター領域の置換および、ミューテー
ター形質を利用した自然突然変異によって、 B.japonicum USDA 1 0 の N20R 活性上昇株
を作出した。 nosZ;根粒菌の優占する土壌に N20R 活性上昇株を接種し、ダイズ根圏か
らの N20 発生を測定した結果、 N20R 活性上昇株では老化根粒からの N20 発生が有意
に減少することが明らかとなった。
(4) N20R 活性を上昇させる遺伝子を明らかとするため、 N20R 活性上昇株 6 株のゲノ
ム解析を行なった結果、全ての株で b1l4572 遺伝子に変異が生じていた。 bll4572 は細胞
内の NOx を感知する役割を有していると考えられ、 N20R 遺伝子クラスターの転写制御
に関わる新規因子である可能性が考えられた。
以上のように本論文では、ダイズ根粒菌の共生窒素固定能を規定しているゲノム領域
の存在と、細菌脱窒の最終過程である N20R 遺伝子の特性とその地球環境保全への利用
可能性を明らかにした。いずれも重要かっ新しい発見を多く含む点から、本論文は博士
論文として適当であると判断された。(1)-(3)については既に第一著者として 2 報の国際
誌に発表済であり、その他も投稿予定である。以上の論文内容は、板倉学氏が自立して
研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。そこで、審
査員一同、板倉学氏提出の論文は，博士(生命科学)の博士論文として合格と認めた。
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